
窑员猿圆圆摇 窑 中国中西医结合杂志 2020年 11 月第 40 卷第 11 期 CJITWM袁 November 2020袁 Vol. 40袁 No郾 11

作者单位院 1. 浙江省肿瘤医院名中医馆渊杭州 310022冤曰 2. 杭州市余杭区中西医结合医院南苑社区卫生中心渊杭州 311100冤
通讯作者院 张爱琴袁 Tel院 0571原88122515袁 E鄄mail院 zhanghaojianbb@163.com

DOI院 10. 7661/j. cjim. 20200831. 027

窑临床论著窑

鼻咽癌放疗后阴虚证患者口腔微生态与舌象变化研究
钱摇 祥1 摇 甄宏德2 摇 傅晓璇1 摇 陈摇 卓1 摇 张爱琴1

摘要摇 目的摇 观察鼻咽癌放疗后阴虚证患者口腔微生态和舌象变化遥 方法摇 选择阴虚证鼻咽癌患者

10 例作为患者组袁选择健康志愿者 10 名作为健康组袁收集两组唾液标本袁用 16S rDNA 技术检测口腔微生

态遥 采集两组舌象照片袁采用 L伊a伊b伊色彩模型提取舌尖尧舌边尧舌中和舌根的色彩值袁比较患者和健康人舌

色差异遥 结果摇 健康组与患者组口腔微生态差异有统计学意义渊R=0郾 446袁P=0郾 001冤遥 两组口腔菌群的优

势菌属包括链球菌属渊Streptococcus冤尧奈瑟氏菌属渊Neisseria冤尧嗜血菌属渊Haemophilus冤尧Rothia尧普氏

菌属渊Prevotella冤等遥 链球菌属尧普氏菌属尧奈瑟氏菌属尧韦荣球菌属渊Veillonella冤尧嗜血菌属是鼻咽癌患者

放疗后具有显著差异的菌属渊P<0郾 01冤遥 与健康组比较袁患者组舌尖颜色 L 值和 b 值降低渊P<0郾 01冤袁舌边 b
值和舌中 L 值降低渊P<0郾 05冤遥 结论摇 放疗后阴虚证鼻咽癌患者的舌色和口腔微生态显著变化袁链球菌属是

患者与健康人相比丰度差异最显著的菌属遥
关键词摇 鼻咽癌曰 放疗曰 口腔微生态曰 阴虚证曰 舌象

Changes of Oral Microecology and Tongue Image of Yin Deficiency Patients with Nasopharyngeal

Carcinoma After Radiotherapy 摇 QIAN Xiang1袁ZHEN Hong鄄de2袁FU Xiao鄄xuan1袁CHEN Zhuo1袁and
ZHANG Ai鄄qin1 摇 1 Department of Traditional Chinese Medicine袁 Zhejiang Cancer Hospital袁 Hangzhou
渊310022冤曰 2 Nanyuan Community Health Center袁 Yuhang Hospital of Integrated Traditional Chinese and

Western Medicine袁Hangzhou渊311100冤
ABSTRACT摇 Objective摇 To observe the changes of oral micro鄄ecology and tongue image in patients

with yin deficiency after radiotherapy for nasopharyngeal carcinoma. Methods摇 Ten patients with yin defi鄄
ciency nasopharyngeal carcinoma were selected as the patient group袁and ten healthy volunteers were se鄄
lected as the healthy group .Their saliva samples were collected and tested by 16S rDNA technology. Pho鄄
tographs of tongue images were taken and the color values of the tip of the tongue袁 the edges of the
tongue袁the middle of the tongue and the root of the tongue were extracted using the L伊a伊b伊color model
of the International Commission on Illumination to compare the differences in tongue color between the pa鄄
tient and the healthy person. Results摇 The R value of Anosim analysis was 0郾 446渊P=0郾 001冤袁the differ鄄
ence between groups was greater than the difference within the group. The dominant species of the oral
flora in both groups included Streptococcus袁Neisseria袁Haemophilus袁Rothia袁Prevotella at the level of ge鄄
nus. Streptococcus袁Prevotella袁Neisseria袁Veillonella and Haemophilus were genus with significant differ鄄
ences after radiotherapy in patients with nasopharyngeal carcinoma. Compared with healthy group袁the L鄄
value and b鄄value of the tongue tip of the patient group were significantly lower 渊P<0郾 01冤袁and the b鄄value
of the tongue edges and the L鄄value in the middle of the tongue were also significantly decreased 渊P<
0郾 05冤 . Conclusions摇 The color of tongue and oral micro鄄ecology of patients with nasopharyngeal carcino鄄
ma changed significantly after radiotherapy. Streptococcus might be the most prominent genus of patients
compared with healthy people.
摇 摇 KEYWORDS摇 nasopharyngeal carcinoma曰 radiotherapy曰 oral microecology曰 yin deficiency曰 tongue mani鄄
festation
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摇 摇 中国鼻咽癌发病人数约占全球一半咱1暂袁放疗是鼻

咽癌首选的根治方法袁但可产生各种急慢性不良反应袁
包括口腔黏膜炎尧吞咽困难尧声音嘶哑尧觉减退尧放射性

龋齿尧皮肤脱屑和口腔干燥症等咱2暂遥 这些不良反应严

重影响患者的生活质量袁且治疗效果欠佳遥 急性期黏

膜炎持续时间的增加成为晚期黏膜反应的独立危险因

素咱3暂遥 因此袁预见和治疗急性并发症显得尤为重要遥
口腔菌群有超过 700 种常见种系型袁菌群结构因口腔

内的位置而异袁其变化与口腔疾病密切相关咱4暂 遥
中医学的基础理论与现代微生态学有着许多共同

之处袁我国微生态学创始人之一的魏曦教授曾说院野微
生态学很可能成为打开中医奥秘大门的一把金钥

匙冶 咱5暂 遥 从理论和实践上去探索中医学与微生态的关

系袁是我国微生态学研究的特色之一遥
中医诊治疾病重视望闻问切袁更是讲究舌苔的变

化遥 中医学理论认为舌象反映了五脏六腑的生理功能

和病理状态袁反映机体盛衰尧病邪深浅尧邪气性质和疾

病的转归和预后遥 正如 叶丹溪心法窑能合脉色可以万

全曳 曰院野有诸内者袁 必形诸外冶 咱6暂遥
放射性口腔炎的患者往往出现舌色偏红的情况袁

其在放疗并发症的预测方面存在潜在价值遥 长期的临

床观察显示袁放射线也属于一种火热毒邪咱7暂遥 火为阳

邪袁野火曰炎上冶袁其性炎热升腾袁故见口咽鼻及头部症

状曰火热易伤津耗气袁损伤阴液袁故见口渴喜饮袁咽干口

燥袁甚则黏膜溃烂袁小便短赤袁大便秘结袁舌红袁少苔或

无苔袁干燥如镜面等曰火热易生风动血袁血败肉腐成脓袁
故出现鼻衄尧耳鸣尧放射性皮肤炎尧放射性黏膜炎等遥
综上袁鼻咽癌放疗后的基本病机为热毒壅盛尧阴虚燥

热遥 因此袁本研究观察阴虚证鼻咽癌患者放疗后口腔

微生态和舌象的变化袁并探究其对于放疗不良反应的

预测价值遥
资料与方法

1摇 诊断标准摇 经组织病理学和/或细胞学证实为

原发性鼻咽癌咱8暂遥 符合叶中医临床诊疗术语窑证候部

分曳阴虚证诊断标准咱9暂 遥
2摇 纳入尧排除及脱落标准摇 纳入标准院符合诊断

标准曰接受放疗 1 年以上曰无其他恶性肿瘤个人史曰符
合中医辨证标准曰根据放射治疗肿瘤学组/欧洲癌症研

究 和 治 疗 组 织 渊 Radiation Therapy Oncology
Group/ European Organization for Research and
Treatment of Cancer袁RTOG/EORTC冤标准评估咱10暂 袁
持续存在 1原2 级放疗晚期不良反应曰年龄 18耀70 岁曰
患者本人同意并签署知情同意书遥 排除标准院近 3 周

内使用过抗生素治疗曰有精神疾病袁无完全民事行为能

力遥 脱落标准院患者依从性差曰患者要求终止试验遥
3摇 一般资料摇 本研究经浙江省肿瘤医院伦理委

员会审核渊No.IRB鄄2020原55冤遥 选择 2017 年 1 6 月

就诊于浙江省肿瘤医院台州院区的患者 10 例作为患

者组遥 10 例患者均经病理诊断为鳞癌袁性别比男 颐女
7 颐3袁年龄 46耀62 岁袁平均年龄渊53郾 8依5郾 00冤岁遥 4 例

处于放疗后 1 年内袁6 例处于放疗后 1 耀 2 年遥 同时期

招募健康志愿者 10 名作为健康组袁要求近 3 周内无感

染性疾病袁未使用抗生素遥
4摇 观察指标及方法

4郾 1摇 口腔微生态分析患者在浙江省肿瘤医院台

州院区中医科就诊时于上午 10院00原11院00 留取唾液

标本 2耀3 mL袁将 DNA 稳定剂加到唾液中袁密封后袁做
好样品标记袁 原 80 益 保存遥 取解冻后的样品袁 以

12 000 r/min 转速渊13 400伊g冤 离心 5 min袁后按照

MiSeq Reagent Kit v3 说明书进行 DNA 提取遥 以

Invitrogen Qubit Spectrophotometer 进行 DNA 质

检遥 16S rDNA 扩增区域选择 V3鄄V4 区袁引物信息

Forward primer院5忆鄄CCTACGGGNGGCWGCAG鄄3忆袁
Reverse primer院 5忆鄄GACTACHVGGGTATCTA鄄
ATCC鄄3忆袁按照 Roche Light Cycler 96 说明书进行

实时 PCR袁进行 16S渊细菌或古菌冤扩增遥 按 Agilent
2100 Bioanalyzer 说明书进行文库质控后袁多个样本

文库进行混合遥 利用 MiSeq Benchtop Sequencer
平台 r渊 Illumina 公司冤对 16S rDNA 高变区渊V3鄄V4
区冤进行测序遥 为了保证分析结果的准确性袁对有效

序列进行进一步过滤袁得到最终用于后续分析的优质

序列遥 对序列以 0郾 97 的相似度进行归类渊 cluster冤袁
得到用于后续分析的人为分类单元渊operational tax鄄
onomic units袁OTU冤遥 然后对 OTU 进行精简处理袁
选取每个类中丰度最高的序列为代表序列袁将代表序

列用 RDP鄄classifier 软件对序列进行物种注释袁得到

每个样品中各个 OTU 的丰度表遥 根据此表袁进行组间

差异尧菌群结构和物种间相互关系的分析遥
4郾 2摇 舌象颜色分析摇 在用日光灯保持明亮环境

的中医门诊诊室上午 10院00 11院00袁由甄宏德用尼康

D3300 相机拍摄患者舌象照片 3 张袁志愿者的舌象照

片在 2017 年 6 月 16 日上午 11院00 左右空腹状态时

由甄宏德用上述同款相机拍摄袁选取其中最清晰的

1 张用作舌色差异分析遥 以 Kainuma M 等咱11暂 方法袁
对拍摄的照片取点袁共取舌尖尧舌边尧舌中和舌根四处遥
将四处色彩用颜色代码选取器软件 Color Express 读

取 CIE L伊a伊b伊值袁比较患者组和健康组差异遥
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5摇 统计学方法摇 通过 Anosim 相似性分析比

较两组间两组 茁 多样性遥 采用秩和检验 Kruskal鄄
Wallis test 分析健康人与鼻咽癌患者的物种丰度袁
用小提琴图展示差异物种的四分位数尧95%置信区

间及概率密度袁筛选出差异显著的菌属遥 客观舌象

数值以四分位数表示袁用 Shapiro Wilk 检验数据正

态性遥 满足正态分布且方差齐的袁两两比较用 t 检

验曰非 正 态 分 布 或 方 差 不 齐 的袁 采 用 Wilcoxon

Mann 鄄Whitney U 秩和检验遥 P<0郾 05 为差异有统

计学意义遥
结摇 摇 果

1摇 两组微生态比较渊图 1冤 摇 健康组与患者组口

腔微生态差异有统计学意义渊R =0郾 446袁P =0郾 001冤遥
健康人和鼻咽癌患者属水平有 153 个共有物种袁健康

人有 59 个特有物种袁鼻咽癌患者有 18 个特有物种遥

摇 摇 注院 组内较其他分组的秩较高时袁表明组间差异

大于组内差异

图 1摇 两组 茁 多样性 Anosim 分析

2摇 菌群结构及优势种系渊图 2尧3冤 摇 两组门水平

的优势种系包括厚壁菌门渊Firmicutes冤尧变形杆菌门

渊Proteobacteria冤尧拟杆菌门渊Bacteroidetes冤尧放线

菌门渊Actinobacteria冤和 Fusobacteria 等袁以累积柱

状图展示种系丰度占比遥 属水平的优势种系包括链球

菌属渊Streptococcus冤尧奈瑟氏菌属渊Neisseria冤尧嗜
血菌属渊Haemophilus冤尧Rothia尧普氏菌属渊Prevo鄄
tella冤和 Porphyromonas 等遥

3摇 两组间有显著差异的种系渊图 4尧5冤 摇 差异性

物种分析显示门水平相对丰度前 15 的种系袁其中有

4 个差异性种系袁分别是变形杆菌门渊Proteobacte鄄
ria冤尧拟杆菌门 渊 Bacteroidetes 冤尧放线菌门 渊 Acti鄄
nobacteria冤和 SR1遥 属水平相对丰度前 15 的种系袁
其中有 6 个差异性种系袁分别是链球菌属渊Strepto鄄
coccus冤尧普氏菌属渊Prevotella冤尧奈瑟氏菌属渊Neis鄄
seria冤尧韦荣球菌属渊Veillonella冤尧嗜血菌属 渊Hae鄄
mophilus冤和另一只能精确到目水平的种系遥

摇 摇 注院部分未能通过 16 S渊细菌/古菌冤库精确到门水平曰
野k_冶 表示精确到界渊kingdom冤水平

图 2摇 丰度前 15 的门水平优势种系及其占比

摇 摇 注院部分未能通过 16S渊细菌/古菌冤库精确到属水

平曰野 f_冶表示精确到科渊 family冤水平曰野o_冶 表示精确

到目渊 order冤 水平曰野 k _冶 表示精确到界 渊 kingdom 冤
水平

图 3摇 丰度前 8 的属水平优势种系及其占比

4摇 两组舌色比较渊图 6冤 摇 10 名健康志愿者全部

拍摄舌象照片遥 1 例患者因担心隐私问题袁拒绝拍摄

舌象照片袁9 例患者拍摄了照片遥 与健康组比较袁患者
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组舌尖 L 值和 b 值下降渊P<0郾 01冤袁舌边 b 值和舌中 L
值下降渊P<0郾 05冤遥

摇 摇 注院红色标注的种系 P<0郾 05曰部分未能通过 16S渊细菌/

古菌冤库精确到属水平曰野 k _冶 表示精确到界渊 kingdom 冤
水平

图 4摇 门水平差异性种系的小提琴图

摇 摇 注院红色标注的种系 P<0郾 05曰部分未能通过 16S渊细菌/

古菌冤库精确到属水平曰野 f _冶表示精确到科渊 family冤水平曰
野o_冶 表示精确到目渊order冤水平

图 5摇 属水平差异性种系的小提琴图

讨摇 摇 论

放疗晚期并发症是指在放疗完成后 3 个月或更长

时间内出现的并发症袁与唾液腺的受损密切相关袁主要

表现有口腔干燥症尧吞咽困难尧下颌骨骨质疏松症尧和
听力丧失等咱12暂 遥 其中袁口腔干燥症是最常见的晚期并

发症袁其原因在于放疗所致的细胞功能缺陷引起的唾

液腺功能减退遥 本研究中袁入组的 10 例患者持续存在

1原2 级黏膜和唾液腺损伤袁且都伴有口干症状遥
目前袁口腔干燥症的治疗主要包括乙酰胆碱激动

剂渊如毛果芸香碱和西维美林冤尧唾液替代品尧唾液兴

奋剂针灸尧高压氧治疗以及中医药治疗等袁这些方法对

特定的患者是有效的咱13暂 遥 毛果芸香碱可以改善唾液

分泌袁减轻了患者放疗后的口腔干燥症状咱14暂 遥 但毛果

摇 摇 注院A 为舌尖取值袁B 为舌边取值袁C 为舌中

取值曰与对照组比较袁 鄢P<0郾 05袁鄢鄢P<0郾 01
图 6摇 两组舌尖尧舌边和舌中的 CIE L伊a伊b伊值比较

芸香碱存在药效时间短以及支气管痉挛尧心动过缓尧血
管舒张和腹泻等胆碱能刺激引起的不良反应袁导致其

临床应用受限咱15暂 遥 口腔干燥症属于中医燥病的范畴袁
燥的发生与内伤脏腑有着密切的关系袁多由肝肾阴虚尧
津不上承引起袁或由热盛津伤尧煎灼津液所致袁口腔干

燥综合症选择中医治疗对症且效果明显咱16原19暂 遥 临证

时应中西医结合袁在明确病因的前提下袁融合中医学及

现代医学优势治疗口腔干燥症遥
中医学理论认为野五脏化五液袁涎为脾之液袁唾为

肾之液冶袁即唾液为脾肾所化遥 历代医家更强调唾液

的重要性袁通过唾液充盈来判断体质强盛尧疾病的预

后遥 陶弘景云院野食玉泉者袁能使人延年袁除百疾冶 咱20暂遥
现代医学认为唾液是一种略带酸性渊pH 值 6郾 0耀7郾 0冤
的袁由水渊99%冤尧蛋白质渊0郾 3%冤和无机物质渊0郾 2%冤
组成的透明液体咱21暂 遥 唾液检测相较于血液有诸多优

点院包括采集难度小袁无创袁经济袁样品处理更安全袁易
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于运输和储存咱22暂遥 本研究发现袁不论是在健康人还是

鼻咽癌患者袁链球菌属都是口腔微生态中的优势菌群袁
且鼻咽癌患者链球菌属丰度显著降低遥 这可能是由于

鼻咽癌患者放疗后袁唾液流量减少袁性状变得更黏稠袁
同时 pH 值也显著降低遥 唾液酸化可能使口腔内高变

酸/酸性生物的丰度上升袁从而影响口腔微生态的

变化遥
从中医学角度来说袁放射治疗是一种热性杀伤物

质袁主要表现为野阴虚冶和野热毒冶遥 鼻咽癌患者放疗后

出现口燥咽干尧舌红少苔等阴虚毒恋之象袁从现代医学

角度分析是唾液腺功能受损的表现遥 放射性口腔干燥

症导致口腔内某些部位唾液稀少袁引起口腔微生物的

异位咱23暂 遥 而细菌异位可导致溃疡组织的细菌定植袁其
细胞壁产物可以激活巨噬细胞袁进一步刺激着炎症反

应遥 与此同时袁口腔微生物能够影响先天免疫反应袁会
加剧或延长黏膜炎咱24暂遥 它导致了关键的促炎细胞因

子咱例如肿瘤坏死因子鄄琢 渊 tumor necrosis factor鄄
琢冤尧白细胞介素渊 interleukin鄄1茁 和 interleukin鄄6冤暂
的产生和神经酰胺途径的激活咱25暂遥 此时袁口腔黏膜细

动脉短暂收缩袁导致血管扩张和血流加速 渊炎症充

血冤袁口腔黏膜颜色渊尤其是舌表面冤变红袁出现放射性

炎症伴有的红色舌咱26暂遥 在本研究中袁与健康人相比袁
放疗后的鼻咽癌患者舌尖尧舌中尧舌边的颜色发生显著

改变遥 虽然舌根部颜色由于光线问题未能进行分析袁
但研究结果足以反映放疗与舌色改变的相关性遥 因部

分照片舌根部位光线灰暗且显示不清袁放弃了对舌根

进行 CIE L伊a伊b伊值的提取和分析遥 由此可见袁放射

性口腔干燥症尧口腔微生态尧放射性口腔黏膜炎存在着

相互作用遥 但舌色和口腔微生态能否成为放射性口腔

干燥症和放射性口腔黏膜炎的预测因素呢钥 本研究发

现袁鼻咽癌阴虚证患者放疗后的舌象 L 值和 b 值较健

康人显著下降袁在舌尖部位的下降尤其显著遥 这些过

程均发生在临床表现之前袁提示了舌色客观数值在预

测放疗副反应方面可能存在一定价值遥 放疗后的鼻咽

癌患者和健康人相比袁链球菌属既是口腔菌群中丰度

最高的属袁又是放疗后鼻咽癌患者于健康人相比差异

最大的属遥 它与放疗并发症存在密切联系院一方面袁轻
型链球菌的增加与严重黏膜炎的发展有关曰另一方面袁
轻型链球菌和 Streptococcus oralis 可促进炎症伤口

的愈合遥 鉴于本研究所采用的 16S rDNA 技术只能精

确到属水平遥 因此袁链球菌属的菌种在鼻咽癌患者放

疗并发症的预测价值有待进一步探究遥
口腔微生态与中医舌诊的关系是一项庞大复杂的

系统性研究袁需要中医界同仁及科研人员通力合作尧仔

细求证遥 本文从鼻咽癌放疗后阴虚患者口腔微生态变

化来阐释舌象变化的机制袁进一步探讨微生态变化的

深层次原因以及判断预后的价值袁为微生态与中医学

研究提供新的思路袁但在技术层面仍有一些不足之处遥
在此基础上袁笔者将利用系统生物学技术渊转录组学尧
蛋白质组学尧代谢组学冤进一步挖掘中医学的潜在价

值袁不断守正创新遥
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